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Abstract	  
	  The	  pseudophosphatase	  MK-­‐STYX	  (mitogen	  activated	  kinase	  phosphoserine/threonine/tyrosine	  binding	  protein)	  is	  a	  member	  of	  the	  MAPK	  phosphatases	  (MKP)	  dual	  specificity	  phosphatase	  family.	  However,	  it	  has	  the	  residues	  FSX5R,	  instead	  of	  HCX5R	  in	  its	  signature	  active	  motif.	  	  We	  previously	  reported	  that	  MK-­‐STYX	  interacts	  with	  the	  RNA	  binding	  protein	  G3BP1	  (Ras-­‐GTPase	  SH3	  domain	  binding	  protein-­‐1)	  in	  the	  stress	  response	  pathway.	  During	  the	  stress	  response,	  mRNA	  translation	  is	  halted.	  Cytoplasmic	  compartments	  known	  as	  stress	  granules	  form	  around	  mRNA	  and	  RNA	  binding	  proteins,	  such	  as	  G3BP1,	  until	  the	  cell	  determines	  their	  fate.	  Dephosphorylation	  of	  G3BP1	  at	  S149	  induces	  stress	  granule	  formation.	  Previously,	  we	  showed	  that	  MK-­‐STYX	  interaction	  with	  G3BP1	  and	  inhibition	  of	  stress	  granule	  formation	  are	  not	  dependent	  on	  the	  phosphorylation	  status	  of	  the	  G3BP1	  at	  S149,	  suggesting	  that	  MK-­‐STYX	  inhibits	  stress	  granule	  formation	  by	  some	  other	  mechanism.	  The	  stress	  granule	  life	  cycle	  (assembly,	  persistence,	  and	  disassembly)	  may	  be	  controlled	  through	  translation,	  which	  is	  governed	  by	  the	  eIF2	  alpha	  pathway	  and	  downstream	  through	  the	  Hsp	  70	  pathway.	  To	  elucidate	  the	  molecular	  mechanism	  of	  MK-­‐STYX	  in	  the	  stress	  granule	  life	  cycle,	  we	  investigated	  its	  role	  in	  these	  two	  pathways.	  	  Translation	  is	  governed	  by	  the	  eukaryotic	  initiation	  factor	  2	  alpha	  (eIF2α).	  When	  eIF2α	  is	  phosphorylated,	  translation	  is	  halted	  and	  when	  it	  is	  not	  phosphorylated,	  polysome	  formation	  occurs.	  Our	  immunoprecipitation	  studies	  revealed	  that	  eIF2α	  and	  MK-­‐STYX	  interact.	  Overexpression	  of	  eIF2αlpha	  in	  non-­‐heat	  stressed	  and	  heat	  stressed	  HeLa	  cells	  showed	  that	  eIF2α	  phosphorylation	  decreased	  in	  the	  presence	  of	  MK-­‐STYX.	  However,	  overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  in	  arsenite	  stressed	  cells	  showed	  no	  change	  in	  eIF2α	  phosphorylation.	  In	  addition,	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  in	  heat	  stressed	  and	  arsenite	  stressed	  cells	  showed	  no	  difference	  in	  eIF2α	  phosphorylation.	  Furthermore,	  MK-­‐STYX	  showed	  no	  effect	  on	  the	  HSP70	  family	  protein	  Binding	  Immunoglobuling	  Protein	  (BiP)	  in	  arsenite	  stressed	  cells.	  However,	  taken	  together,	  these	  results	  reveal	  that	  there	  is	  a	  specific	  mechanism	  for	  the	  pseudophosphatase	  MK-­‐STYX	  in	  inhibiting	  stress	  granule	  assembly	  in	  non-­‐heat	  stressed	  and	  heat	  stressed	  cells.
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Introduction	  
Cell	  Signaling	  	  	   Transmission	  of	  information	  in	  a	  cell	  via	  biochemical	  signals	  is	  known	  as	  signal	  transduction	  and	  is	  a	  critical	  means	  by	  which	  a	  cell	  is	  able	  to	  react	  to	  its	  environment	  and	  maintain	  homeostasis.	  These	  signaling	  mechanisms	  have	  the	  capacity	  to	  enhance,	  diminish,	  diversify,	  and	  amplify	  the	  original	  signaling	  event	  and	  effect	  changes	  in	  transcription,	  translation,	  metabolism,	  immunity,	  and	  replication	  (Ascencio	  et	  al.,	  2012).	  There	  are	  many	  different	  mechanisms	  through	  which	  a	  signal	  can	  be	  transduced,	  including	  a	  combination	  of	  reactive	  oxygen	  species,	  calcium,	  and	  post-­‐translational	  modifications	  of	  proteins	  (Funatu	  et	  al.,	  2012).	  	  One	  of	  the	  primary	  protein-­‐protein	  signaling	  mechanisms	  is	  through	  the	  addition	  or	  removal	  of	  an	  ATP	  derived	  phosphate	  group	  by	  two	  types	  of	  enzymes:	  kinases	  and	  phosphatases,	  respectively.	  Kinases	  catalyze	  the	  phosphorylation	  of	  the	  hydroxyl	  group	  of	  a	  substrate	  amino	  acid	  like	  serine,	  threonine,	  or	  tyrosine,	  and	  phosphatases	  catalyze	  the	  dephosphorylation	  of	  the	  phosphor-­‐derivative	  substrate	  to	  regenerate	  the	  hydroxyl	  group	  (Olsen	  et	  al.,	  2006;	  Lim	  et	  al.,	  2010).	  The	  addition	  or	  removal	  of	  a	  phosphate	  results	  in	  a	  conformational	  change	  of	  the	  target	  protein	  that	  can	  cause	  the	  protein	  to	  become	  enzymatically	  activated,	  deactivated,	  or	  otherwise	  associate	  with	  new	  binding	  partners	  (Langmead	  et	  al.,	  2014).	  Recently,	  pseudoenzymes	  such	  as	  pseudophosphatases	  have	  been	  discovered	  to	  have	  important	  roles	  in	  regulating	  phosphate	  signaling.	  Understanding	  the	  role	  of	  these	  mysterious	  pseudoenzymes	  will	  allow	  for	  further	  characterization	  of	  previously	  studied	  pathways	  and	  offer	  new	  mechanisms	  by	  which	  signaling	  pathways	  can	  act.	  
2	  
Protein	  Phosphatases	  Protein	  phosphatases	  are	  a	  critical	  regulator	  of	  many	  signaling	  pathways	  and	  catalyze	  the	  removal	  of	  a	  phosphate	  group	  from	  a	  substrate.	  Unlike	  kinases	  which	  all	  share	  a	  defining	  phosphotransferase	  catalytic	  domain,	  phosphatases	  evolved	  from	  a	  variety	  of	  lineages	  as	  shown	  by	  their	  diversity	  in	  sequence,	  structure,	  and	  enzymatic	  mechanism	  (Hanks	  et	  al.,	  2004;	  Tonks,	  2013).	  The	  three	  major	  superfamilies	  of	  the	  protein	  phosphatases	  are	  the	  evolutionarily	  convergent	  serine/threonine	  phosphatases:	  protein	  phosphatase	  (PP)	  and	  metallo-­‐dependent	  protein	  phosphatase	  (PPM),	  the	  haloacid	  dehalogenases	  (HAD),	  and	  the	  protein	  tyrosine	  phosphatases	  (PTP)	  (Haque	  et	  al.,	  2011;	  Brautigan,	  2013;Seifried	  et	  al.,	  2014).	  	  These	  three	  families	  target	  a	  variety	  of	  proteins	  and	  non-­‐protein	  substrates	  such	  as	  lipids	  and	  contain	  even	  more	  diversity	  within	  their	  families,	  showcasing	  the	  evolutionary	  benefit	  of	  having	  a	  large	  set	  of	  capable	  phosphatases	  with	  varying	  targets.	  
Protein	  Tyrosine	  Phosphatases	  (PTPs)	  	   The	  PTP	  is	  the	  largest	  of	  the	  three	  protein	  phosphatase	  families,	  with	  105	  known	  members.	  PTPs	  are	  categorized	  as	  cysteine	  dependent	  phosphatases	  due	  to	  their	  signature	  catalytic	  motif:	  histidine,	  cysteine,	  any	  five	  amino	  acids,	  and	  arginine	  (HCX5R).	  The	  catalytic	  motif	  allows	  for	  the	  removal	  of	  phosphates	  through	  the	  action	  of	  a	  cysteine	  nucleophilic	  attack	  on	  the	  target	  phosphate	  (Tonks,	  2013).	  The	  HCX5R	  motif	  contains	  many	  variations	  and	  substitutions	  while	  the	  catalytic	  cleft	  of	  the	  motif	  itself	  can	  be	  wide,	  tight,	  shallow,	  or	  deep	  depending	  on	  the	  PTP.	  This	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diversity	  results	  in	  a	  large	  variety	  of	  substrates,	  which	  in	  turn	  grants	  the	  PTPs	  a	  tremendous	  and	  important	  role	  in	  regulation	  of	  cell	  signaling.	  	  The	  PTPs	  are	  divided	  into	  four	  sub	  families	  based	  on	  substrate	  specificity:	  the	  classic	  phopsho-­‐tyrosine	  specific	  phosphatases,	  the	  dual	  specificity	  phosphatases,	  the	  cdc25	  phosphatases,	  and	  the	  low	  molecular	  weight	  phosphatases	  (Tonks,	  2013).	  The	  diverse	  members	  of	  the	  PTP	  super	  family	  serve	  a	  variety	  of	  roles	  in	  the	  cell	  and	  can	  be	  localized	  to	  the	  cell	  membrane,	  nucleus,	  or	  scaffolding	  proteins	  where	  they	  can	  dephosphorylate	  a	  myriad	  of	  targets	  including	  tyrosine,	  serine,	  threonine,	  inositol,	  and	  RNA.	  	  
Dual	  Specificity	  Phosphatases	  	   The	  dual	  specificity	  phosphates	  (DUSPs)	  are	  classified	  by	  their	  ability	  to	  target	  not	  only	  phosphor-­‐tyrosine	  residues,	  but	  phosphor-­‐serine	  and	  phosphor-­‐threonine	  as	  well	  (Tonks,	  2013).	  The	  DUSPs	  are	  further	  separated	  into	  3	  classes	  based	  on	  the	  sequence	  and	  structure	  of	  its	  catalytic:	  Class	  1	  VH1-­‐like,	  Class	  2	  VH1-­‐like,	  and	  Class	  3	  VH1-­‐like.	  	  Class1	  VH1-­‐like	  phosphates	  include	  a	  diverse	  variety	  of	  phosphatases	  such	  as	  the	  mitogen	  activated	  protein	  kinase	  (MAPK)	  phosphatases	  (MKP)	  that	  regulate	  the	  MAPK	  signaling	  cascade.	  	  In	  addition,	  Class	  1	  VH1-­‐like	  also	  includes	  the	  slingshot	  phosphatase,	  which	  regulates	  actin	  depolymerization	  (Soosairaja	  et	  al.,	  2005).	  Class	  2	  VH1-­‐like	  contains	  phosphatase	  and	  tensin	  homologue	  (PTEN),	  the	  phosphatases	  of	  the	  regenerating	  liver	  (PRL),	  and	  a	  cell	  division	  cycle	  phosphatase	  (cdc14).	  PTEN	  is	  an	  atypical	  phosphatase	  that	  can	  dephosphorylate	  not	  only	  target	  protein	  residues	  but	  also	  phospho-­‐inositol	  by	  having	  a	  highly	  specific	  catalytic	  cleft	  that	  can	  accommodate	  the	  inositol	  sugar	  head	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(Myers	  et	  al.,	  1997).	  	  Cdc14	  substrates	  are	  yet	  to	  be	  characterized	  but	  are	  involved	  in	  mitotic	  exit,	  and	  as	  a	  DNA	  damage	  repair	  checkpoint	  (Mocciaro	  et	  al.,	  2010).	  Class	  3	  VH1-­‐like	  are	  classified	  based	  on	  their	  structural	  similarity	  to	  the	  classical	  non	  DUSP	  classical	  PTPs	  which	  only	  dephosphorylate	  phosphor-­‐tyrosine	  residues.	  The	  great	  diversity	  in	  sequence	  and	  structure	  of	  the	  DUSPs	  allows	  them	  to	  be	  involved	  in	  regulating	  a	  myriad	  of	  signaling	  cascades	  such	  as	  the	  phosphatidylinositol	  and	  MAP	  kinase	  signaling	  events.	  
The	  MKP	  DUSPs	  	   The	  MKPs	  are	  a	  class	  of	  DUSPs	  that	  dephosphorylate	  the	  critically	  important	  MAP	  Kinases.	  The	  MKPS	  does	  this	  by	  targeting	  the	  MAPK	  motif:	  threonine,	  any	  amino	  acid,	  tyrosine	  (TxY).	  The	  TxY	  motif	  is	  located	  in	  the	  MAPK	  activation	  loop,	  which	  becomes	  phosphorylated	  when	  activated,	  and	  thus	  the	  MKPs	  remove	  the	  phosphate	  group	  (Myers	  et	  al.,	  1997).	  The	  MKPs	  contain	  a	  cdc25	  homology	  (CH2)	  and	  kinase	  interaction	  motif	  (KIM),	  which	  allow	  them	  to	  target	  the	  MAPKs.	  	  Furthermore,	  the	  MKPs	  have	  been	  found	  to	  interact	  with	  the	  four	  major	  classes	  of	  MAPKs:	  ERK1,	  ERK5,	  JNK,	  and	  p38.	  The	  MKPs	  display	  a	  dual	  pThr	  and	  pTyr	  specificity.	  The	  importance	  of	  MKPs	  is	  substantial	  as	  they	  regulate	  signaling	  of	  growth	  factors,	  hormones,	  cytokines,	  and	  stressors	  (Tonks,	  2013).	  	  
Pseudophosphatases	  
	   Within	  the	  highly	  diverse	  and	  variable	  group	  of	  the	  PTPs	  are	  a	  group	  of	  poorly	  characterized	  pseudophosphatases.	  Pseudophosphatases	  are	  a	  class	  of	  catalytically	  inert	  phosphatases	  that	  share	  the	  structural	  features	  and	  sequence	  of	  other	  PTPs	  but	  lack	  the	  critical	  residues	  necessary	  for	  phosphatase	  activity	  (Tonks,	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2013).	  Despite	  their	  inability	  to	  dephosphorylate	  substrates	  like	  other	  DUSPs,	  the	  pseudphosphatases	  have	  been	  shown	  to	  be	  involved	  in	  signal	  transduction	  primarily	  through	  protein	  interaction	  domains.	  For	  example,	  the	  DUSP	  myotubularian	  family	  (MTM)	  includes	  the	  pseudophosphatase	  MTM-­‐13	  which	  complexes	  with	  the	  active	  phosphatase	  MTM-­‐2	  (Ribinson	  et	  al.,	  2005).	  The	  MTM-­‐2/13	  complex	  is	  necessary	  for	  proper	  dephosphorylation	  of	  phosphatidylinositol-­‐3-­‐phosphate	  and	  biphosphate	  dephosphorylation.	  Loss	  of	  MTM-­‐13	  results	  in	  improper	  localization	  of	  MTM-­‐2	  thereby	  obstructing	  proper	  signaling.	  This	  can	  result	  in	  Charcot-­‐Marie-­‐Tooth	  syndrome.	  	  	   Another	  DUSP	  pseudophosphatase	  is	  the	  MKP	  subclass	  member	  STYX	  (phosphoserine/threonine/tyrosine-­‐binding	  protein).	  Like	  all	  PTPs,	  STYX	  maintains	  the	  characteristic	  PTP	  fold	  for	  its	  catalytic	  site.	  However,	  a	  point	  mutation	  replaces	  the	  cysteine	  required	  for	  catalysis	  with	  glycine,	  resulting	  in	  an	  HGX5R	  motif.	  This	  renders	  its	  catalytic	  domain	  inactive	  (Wishart	  et	  al.,	  1998).	  STYX	  has	  been	  shown	  to	  interact	  with	  the	  protein	  CRHSP	  (full	  term)-­‐24	  as	  well	  as	  being	  a	  modulator	  of	  ERK	  signaling	  by	  acting	  as	  a	  nuclear	  anchor,	  showing	  that	  STYX	  is	  able	  to	  play	  a	  role	  in	  cell	  signaling	  despite	  being	  catalytically	  inactive	  (Reiterer	  et	  al.,	  2013).	  
The	  Pseudophosphatase	  MK-­‐STYX	  	   Another	  DUSP	  MKP	  subclass	  member	  is	  the	  pseudophosphatase	  MK-­‐STYX	  [MAPK	  phosphatase	  phosphoserine/threonine/tyrosine	  binding	  protein).	  Sequence	  analysis	  of	  MK-­‐STYX	  shows	  that	  it	  has	  a	  Cdc25	  homology	  (CH2)	  domain	  on	  the	  N	  terminus	  and	  a	  DUSP	  domain	  on	  the	  C	  terminus	  (Hinton	  et	  al.,	  2010;	  Wishart	  et	  al.,	  1998).	  The	  DUSP	  domain	  allows	  for	  binding	  to	  phosphorylated	  serine,	  threonine,	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and	  tyrosine	  residues.	  However,	  the	  catalytic	  motif	  of	  MK-­‐STYX	  has	  two	  point	  mutations	  resulting	  in	  the	  sequence	  FSX5R	  where	  phenylalanine	  replaces	  histidine	  and	  serine	  replaces	  cysteine.	  This	  results	  in	  MK-­‐STYX	  having	  a	  catalytically	  inactive	  DUSP	  domain	  that	  is	  still	  able	  to	  bind	  phosphoSer/Thr/Tyr	  residues.	  Despite	  being	  catalytically	  inactive,	  MK-­‐STYX	  is	  an	  important	  regulator	  of	  dense	  ribonucleoprotein	  aggregates,	  known	  as	  stress	  granules,	  and	  apoptosis	  (Barr	  et	  al.,	  2012;	  Neimi	  et	  al.,	  2011).	  MK-­‐STYX	  has	  also	  been	  found	  to	  be	  highly	  expressed	  in	  the	  Ewing’s	  sarcoma	  family	  of	  tumors,	  a	  cancer	  that	  results	  from	  the	  fusion	  of	  two	  genes:	  EWS	  and	  FLI	  during	  a	  translocation	  event.	  (Siligan	  et	  al.,	  2005)	  	   MK-­‐STYX	  has	  been	  shown	  to	  interact	  with	  the	  stress	  granule	  nucleator	  G3BP-­‐1	  and	  decrease	  stress	  granule	  formation.	  G3BP-­‐1	  has	  a	  Ser149	  residue	  that	  can	  be	  phosphorylated	  (Hinton	  et	  al.,	  2010;Barr	  et	  al.,	  2012).	  When	  G3BP-­‐1	  is	  phosphorylated	  it	  does	  not	  aggregate	  into	  stress	  granules,	  but	  requires	  dephosphorylation	  for	  nucleation	  of	  stress	  granules	  to	  occur.	  It	  was	  originally	  thought	  that	  MK-­‐STYX	  used	  its	  DUSP	  domain	  to	  bind	  pSer149	  and	  keep	  G3BP-­‐1	  locked	  in	  its	  phosphorylated	  state,	  and	  thus	  preventing	  stress	  granule	  formation	  (Tourriere	  et	  al.,	  2003;	  Hinton	  et	  al.,	  2010).	  However	  further	  studies,,	  showed	  that	  when	  G3BP-­‐1	  was	  mutated	  to	  a	  non-­‐phosphorylatable	  version	  stress	  granule	  formation	  was	  still	  impeded	  by	  MK-­‐STYX	  (Barr	  et	  al.,	  2013).	  	  	   Initially,	  pseudophosphatases	  were	  thought	  as	  ‘dominant	  negative	  ‘proteins	  that	  simply	  bound	  phosphorylated	  targets	  and	  prevented	  them	  from	  being	  dephosphorylated	  (Tonks,	  2013).	  As	  shown	  by	  MK-­‐STYX’s	  interaction	  with	  G3BP-­‐1,	  a	  phosphorylated	  residue	  is	  not	  necessary	  for	  MK-­‐STYX	  to	  exert	  its	  effect.	  MK-­‐STYX	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is	  potentially	  regulating	  G3BP-­‐1	  independently	  of	  phosphorylation	  (Barr	  et	  al.,	  2013).	  However,	  the	  mechanism	  MK-­‐STYX	  utilizes	  to	  decrease	  stress	  granule	  formation	  still	  remains	  elusive.	  
Protein	  Folding	  and	  Stability	  	  The	  complicated	  and	  precise	  signaling	  networks	  of	  cells	  require	  accurately	  folded	  catalytic	  domains	  and	  docking	  motifs	  of	  proteins	  to	  interact	  and	  effect	  changes	  in	  anabolism	  and	  catabolism.	  Most	  proteins	  fold	  spontaneously,	  although	  some	  rely	  on	  specialized	  proteins	  termed	  ‘chaperones’	  that	  assist	  in	  proper	  folding	  (Ma	  et	  al.,	  2013).	  Because	  folding	  is	  a	  mostly	  spontaneous	  process,	  the	  physiological	  conditions	  of	  the	  cytoplasm	  can	  have	  a	  large	  effect	  on	  the	  stability	  and	  conformation	  of	  a	  folded	  protein	  and	  dangerous	  high	  or	  low	  pH	  conditions	  can	  lead	  to	  large	  amounts	  of	  misfolded	  proteins	  (Harti	  et	  al.,	  2002).	  	  The	  fold	  of	  a	  protein	  follows	  a	  path	  of	  least	  kinetic	  resistance	  to	  reach	  thermodynamic	  stability.	  The	  three-­‐dimensional	  fold	  of	  a	  protein	  aims	  to	  package	  the	  hydrophobic	  residues	  within	  the	  interior	  of	  the	  protein	  while	  exposing	  the	  hydrophilic	  residues	  to	  the	  cytosolic	  medium	  (Kim	  et	  al.,	  2013).	  The	  summation	  of	  various	  non-­‐covalent	  weak	  forces,	  such	  as	  Van	  der	  Waals	  forces	  and	  hydrogen	  bonding,	  work	  to	  hold	  the	  protein	  together.	  	  In	  addition,	  strong	  covalent	  disulfide	  linkages	  between	  cysteine	  residues	  also	  contribute	  to	  folding.	  The	  resulting	  fold	  is	  only	  marginally	  stable	  in	  physiological	  conditions	  and	  so	  cells	  have	  evolved	  to	  be	  able	  to	  sense	  different	  stressors	  that	  may	  affect	  protein	  stability.	  	  The	  importance	  of	  sensing	  for	  misfolded	  proteins	  is	  important	  since	  accumulation	  of	  misfolded	  proteins	  can	  wreak	  havoc	  on	  a	  cell.	  Frequently,	  misfolded	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proteins	  may	  have	  exposed	  hydrophobic	  patches	  that	  will	  aggregate	  with	  other	  hydrophobic	  proteins	  and	  molecules	  (Morimoto	  et	  al.,	  2008).	  Other	  times,	  misfolded	  proteins	  may	  enter	  metastable	  conformations	  called	  amyloids	  that	  aggregate	  to	  form	  highly	  toxic	  amyloid	  fibrils	  (Kim	  et	  al.,	  2013).	  These	  proteotoxic	  aggregates	  can	  result	  in	  diseases	  like	  Alzheimer’s,	  Parkinson’s,	  and	  Huntington’s	  (Chiti	  et	  al.,	  2006).	  	  To	  combat	  protein	  misfolding	  and	  maintain	  proteostasis,	  cells	  employ	  a	  number	  of	  different	  methods.	  Networks	  of	  molecular	  chaperones	  aid	  large	  multidomain	  proteins	  in	  correct	  folding	  conformation	  (Kim	  et	  al.,	  2013).	  For	  example,	  heat	  stress	  protein	  70	  (Hsp70)	  interacts	  with	  the	  nascent	  polypeptide	  chain	  during	  translation	  by	  attaching	  to	  ribosomes.	  Hsp70	  then	  passes	  the	  folding	  polypeptide	  chain	  to	  heat	  stress	  protein	  90	  (Hsp90)	  for	  further	  conformational	  rearrangement.	  Some	  proteins	  that	  are	  unable	  to	  fold	  correctly	  by	  chaperones	  are	  tagged	  for	  degradation	  via	  ubiquitination	  (Balch	  et	  al.,	  2008).	  During	  times	  of	  stress	  the	  number	  of	  chaperones	  increases	  to	  prevent	  the	  formation	  of	  large	  numbers	  of	  mistranslated	  proteins.	  This	  phenomenon,	  known	  as	  the	  stress	  response,	  reduces	  the	  number	  of	  mistranslated	  proteins	  under	  stress	  conditions.	  Apart	  from	  conducting	  damage	  control,	  the	  stress	  response	  also	  involves	  the	  inhibition	  of	  translation.	  By	  halting	  translation,	  the	  cell	  can	  employ	  other	  mechanisms	  to	  return	  to	  homeostasis.	  Translation	  then	  resumes	  under	  favorable	  physiological	  conditions,	  thereby	  reducing	  the	  overload	  on	  the	  chaperone	  system	  (Tsaytler	  et	  al.,	  2011).	  	  
eIF2	  and	  the	  Consequences	  of	  eIF2α	  Phosphorylation	  
	   The	  heterotrimeric	  protein,	  eukaryotic	  initiation	  factor	  2	  (eIF2),	  is	  composed	  of	  the	  subunits	  eIF2α,	  eIF2β,	  and	  eIF2γ.	  eIF2	  is	  a	  critical	  component	  of	  translation	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and	  an	  important	  target	  during	  the	  stress	  response.	  eIF2	  recruits	  the	  necessary	  machinery	  required	  for	  the	  translational	  preinitiation	  complex	  to	  assemble	  (Hinnebusch,	  2014).	  Once	  the	  mRNA	  and	  the	  60s	  ribosomal	  subunit	  are	  in	  place,	  eIF2	  is	  hydrolyzed	  by	  the	  GTPase	  activating	  protein	  (GAP)	  eukaryotic	  initiation	  factor	  5	  (eIF5).	  This	  allows	  for	  translation	  initiation	  to	  begin.	  After	  this	  eIF2	  is	  left	  carrying	  a	  GDP	  which	  must	  be	  exchanged	  for	  a	  GTP	  by	  the	  guanine	  exchange	  factor	  (GEF)	  protein,	  eukaryotic	  initiation	  factor	  B	  (eIF2B),	  in	  order	  for	  it	  to	  catalyze	  another	  round	  of	  translation	  initiation.	  eIF2α,	  is	  the	  regulatory	  subunit	  of	  eIF2	  and	  its	  critical	  Ser51	  residue	  acts	  as	  a	  regulator	  of	  translation	  (Hinnebusch,	  2014).	  The	  eIF2γ	  subunit	  must	  have	  its	  GDP	  exchanged	  for	  a	  GTP	  by	  the	  GEF	  eIF2B	  after	  a	  round	  of	  translation	  initiation	  in	  order	  for	  a	  new	  round	  of	  translation	  initiation	  to	  occur.	  However,	  phosphorylation	  of	  Ser51	  (pSer51)	  causes	  inhibition	  of	  the	  GEF	  activity	  of	  eIF2B	  by	  physical	  obstruction	  of	  the	  GTP/GDP	  binding	  site	  of	  eIF2γ.	  This	  makes	  eIF2	  unable	  to	  engage	  in	  formation	  of	  the	  preinitiation	  complex	  and	  thus	  translation	  is	  halted.	  The	  elegant	  mechanism	  by	  which	  eIF2	  is	  able	  to	  be	  turned	  ‘on’	  or	  ‘off’	  via	  phosphorylation	  of	  Ser51,	  and	  the	  ensuing	  activation	  or	  deactivation	  of	  translation,	  makes	  eIF2	  a	  convergent	  target	  for	  cellular	  regulators	  of	  translation.	  These	  regulators	  are	  activated	  in	  times	  of	  stress	  to	  signal	  a	  halt	  in	  translation	  to	  allow	  the	  cell	  to	  return	  to	  homeostasis,	  and	  translate	  mRNA	  in	  more	  favorable	  conditions.	  	  
The	  Serine/Threonine	  Kinases	  of	  eIF2α	  
	   The	  ability	  to	  halt	  translation	  in	  the	  presence	  of	  cellular	  stressors	  has	  been	  evolutionarily	  favorable,	  as	  showcased	  by	  the	  four	  different	  eIF2α	  kinases	  that	  are	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activated	  by	  different	  stressors:	  Protein	  Kinase	  RNA	  Activated	  (PKR),	  PKR-­‐Like	  endoplasmic	  reticulum	  kinase	  (PERK),	  General	  control	  non	  depressible	  (GCN2),	  and	  Heme	  regulated	  initiation	  factor	  2	  alpha	  kinase	  (HRI)	  (Sonenberg	  et	  al.,	  2009;	  	  Kedersha	  et	  al.,	  2013).	  PKR	  is	  activated	  by	  the	  presence	  of	  double	  stranded	  RNA,	  heat,	  and	  UV	  irradiation	  (Anderson	  et	  al.,	  2008).	  	  PERK	  is	  activated	  via	  unfolded	  proteins	  in	  the	  ER	  lumen.	  GCN2	  is	  activated	  by	  amino	  acid	  deprivation.	  Finally,	  HRI	  is	  activated	  by	  the	  presence	  of	  reactive	  oxygen	  species.	  	  Together,	  they	  form	  a	  robust	  system	  that	  exerts	  a	  protective	  effect	  on	  the	  cell	  by	  preventing	  the	  translation	  of	  mRNA	  during	  times	  of	  stress	  via	  phosphorylation	  of	  eIF2α.	  In	  addition,	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  results	  in	  the	  formation	  of	  stress	  granules	  that	  help	  sequester	  translational	  machinery	  and	  organize	  a	  signaling	  response	  to	  the	  stressors.	  
Ribonucleoprotein	  Aggregates	  and	  Translation	  	   The	  mRNA	  of	  cells	  exists	  in	  a	  dynamic	  struggle	  between	  translation	  and	  degradation.	  A	  heterogeneous	  variety	  of	  aggregated	  ribonucleoproteins	  (RNP)	  complexes,	  termed	  granules,	  have	  been	  found	  in	  both	  the	  nucleus	  and	  cytoplasm	  (Weber	  et	  al.,	  2012).	  These	  granules	  contain	  untranslated	  mRNA	  and	  associated	  proteins	  and	  are	  thought	  to	  provide	  a	  protective	  effect.	  Granules	  have	  been	  shown	  to	  form	  a	  protective	  response	  against	  cellular	  stressors	  as	  well	  as	  mRNA	  processing,	  storage,	  and	  degradation.	  In	  the	  cytoplasm,	  aggregates	  of	  stalled	  translational	  machinery,	  ribonucleoprotein	  aggregates,	  and	  a	  heterogenous	  mix	  of	  proteins	  are	  called	  stress	  granules,	  which	  are	  an	  important	  aspect	  of	  the	  stress	  response	  (Anderson	  et	  al.,	  2008).	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Stress	  Granules	  	  	   Stress	  granules	  are	  cytoplasmic	  RNP	  compartments	  that	  contain	  remnants	  of	  stalled	  translation	  complexes	  including	  untranslated	  mRNA,	  ribosomal	  subunits,	  and	  some	  eIF	  proteins	  (Anderson	  et	  al.,	  2008).	  In	  addition,	  they	  also	  contain	  RNA	  binding	  proteins	  such	  as	  TIA-­‐R,	  TIA-­‐1,	  and	  G3BP	  (Gilks	  et	  al.,	  2004;	  Tourriere	  et	  al.,	  2003).	  Stress	  granules	  can	  be	  formed	  by	  multiple	  stress	  granule	  nucleating	  proteins.	  TIA-­‐1	  contains	  a	  prion	  related	  domain	  with	  a	  Q/N	  rich	  motif	  that	  has	  been	  shown	  to	  promote	  the	  formation	  of	  aggregates.	  	  This	  motif	  is	  a	  subtype	  of	  the	  low	  complexity	  (LC)/intrinsically	  disordered	  (ID)	  regions	  displayed	  by	  granule	  nucleating	  proteins.	  The	  LC/ID	  regions	  are	  variable	  in	  structure	  and	  can	  be	  manipulated	  by	  environmental	  conditions,	  post	  translational	  modifications,	  or	  interacting	  proteins	  to	  recruit	  specific	  proteins	  to	  the	  aggregate	  (Coletta	  et	  al.,	  2010).	  	  	  	   Previously,	  it	  was	  thought	  that	  stress	  granules	  were	  simply	  a	  protective	  mechanism.	  Stress	  granules	  disallowed	  translation	  to	  occur	  and	  would	  direct	  mRNA	  to	  be	  either	  translated	  or	  degraded.	  However,	  it	  is	  now	  being	  shown	  that	  stress	  granules	  aggregate	  specific	  types	  of	  proteins	  to	  the	  stress	  granule.	  Resulting	  in	  	  stress	  granules	  becoming	  a	  dynamic	  signaling	  hub	  that	  responds	  to	  different	  stressers	  in	  a	  unique	  manner(Kedersha	  et	  al.,	  2013).	  Once	  recruited,	  specific	  proteins	  can	  act	  as	  scaffolds	  to	  promote	  cross	  talk	  and	  dictate	  an	  appropriate	  response	  to	  the	  cellular	  stressors.	  Stress	  granules	  have	  been	  found	  to	  inhibit	  apoptosis	  by	  sequestration	  of	  RACK1	  which	  in	  turn	  cannot	  recruit	  the	  necessary	  factors	  to	  activate	  the	  MAPK	  JNK/p38	  cascade	  (Arimoto	  et	  al.,	  2008).	  The	  protein	  2-­‐oxoglutarate	  and	  iron	  oxygenase	  domain	  containing	  1(OGFOD1)	  is	  another	  stress	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granule	  nucleator	  that	  is	  a	  binding	  partner	  of	  the	  eIF2α	  kinase	  HRI	  and	  promotes	  phosphorylation	  of	  eIF2α.	  (Wehner	  et	  al.,	  2010).	  	  	  
G3BP-­‐1:	  Stress	  Granule	  Nucleator	  
	   The	  multifunctional	  G3BP-­‐1	  [Ras-­‐GAP	  SH3	  (Src	  homology	  3)-­‐domain-­‐binding	  protein]	  is	  a	  RNA	  binding	  protein	  that	  is	  involved	  in	  RasGAP	  signaling,	  RNase	  activity	  and	  stress	  granule	  nucleator	  (Gallouzi	  et	  al.,	  1998).	  G3BP-­‐1	  has	  four	  domains:	  a	  nuclear	  transport	  domain	  (NTF2),	  an	  acidic	  region	  containing	  a	  phosphorylatable	  Ser149,	  a	  SH3	  binding	  domain,	  and	  a	  RNA	  binding	  domain	  consisting	  of	  a	  RRG	  box	  and	  an	  arginine	  rich	  box	  (Vognsen	  et	  al.,	  2011;Tourriere	  et	  al.,	  2001;Gallouzi	  et	  al.,	  1998).	  Like	  other	  previously	  mentioned	  stress	  granule	  nucleators,	  G3BP-­‐1	  contains	  a	  LC/ID	  region	  and,	  when	  exposed	  to	  arsenite	  stress	  or	  when	  overexpressed,	  promotes	  the	  formation	  of	  stress	  granules.	  Phosphorylation	  of	  G3BP-­‐1	  at	  Ser149	  inhibits	  the	  formation	  of	  stress	  granules.	  Large	  G3BP-­‐1	  nucleated	  stress	  granules	  have	  been	  shown	  to	  be	  associated	  with	  an	  increase	  in	  eIF2α	  phosphorylation,	  and	  thus	  halt	  translation	  (Reineke	  et	  al.,	  2012).	  Thus,	  G3BP-­‐1	  is	  an	  important	  protein	  in	  signaling	  the	  aggregation	  of	  stress	  granules,	  whichin	  turns,allows	  the	  cell	  to	  assemble	  the	  necessary	  factors	  to	  maintain	  homeostasis.	  
Stress	  Granules,	  G3BP-­‐1,	  MK-­‐STYX,	  and	  eIF2:	  Putting	  it	  all	  together	  	   The	  incredibly	  varied	  and	  robust	  signaling	  systems	  of	  cells	  allow	  for	  coordinated	  and	  distinct	  responses	  to	  various	  stimuli	  including	  hormones,	  stressors,	  mechanical	  pressure,	  and	  other	  molecules.	  The	  cellular	  stress	  response	  has	  typically	  been	  viewed	  as	  a	  reactionary	  mechanism	  that	  scrambles	  to	  maintain	  homeostasis.	  Recent	  findings	  show	  that	  stress	  granules	  play	  a	  major	  role	  in	  maintaining	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homeostasis	  by	  providing	  inhibition	  of	  translation	  and	  aggregation	  of	  context	  dependent	  protein	  scaffolds	  to	  enable	  a	  specific	  and	  precise	  signaling	  response	  to	  the	  stressor.	  	  	   For	  example,	  	  G3BP-­‐1	  promotes	  the	  proactive	  stress	  response	  by	  acting	  as	  a	  stress	  granule	  nucleator.	  The	  aggregation	  of	  stress	  granules	  via	  G3BP-­‐1	  is	  phosphorylation	  dependent.	  G3BP-­‐1	  will	  nucleate	  stress	  granules	  when	  it	  is	  dephosphorylate,d	  but	  not	  when	  it	  is	  phosphorylated.	  It	  has	  previously	  been	  shown	  that	  the	  pseudophosphatase	  MK-­‐STYX	  interacts	  with	  G3BP-­‐1	  and	  inhibited	  stress	  granule	  formation	  (Hinton	  et	  al.,	  2010).	  However,	  it	  was	  then	  discovered	  that	  MK-­‐STYX	  did	  so	  in	  a	  phosphorylation	  independent	  manner	  (Barr	  et	  al.,	  2013).	  This	  intriguing	  result	  points	  to	  MK-­‐STYX	  being	  involved	  in	  stress	  granule	  regulation	  at	  another	  point	  in	  the	  stress	  granule	  signaling	  cascade.	  	  	   The	  translation	  initiator,	  eIF2,	  is	  an	  attractive	  candidate	  for	  interaction	  with	  MK-­‐STYX	  because	  eIF2	  has	  been	  implicated	  in	  the	  stress	  granule	  pathway	  (Reineke	  et	  al.,	  2012).	  When	  eIF2α	  is	  phosphorylated,	  translation	  halts	  and	  stress	  granules	  form.	  Furthermore,	  G3BP-­‐1	  granules	  promote	  the	  phosphorylation	  of	  eIF2α,	  enhancing	  the	  formation	  of	  more	  stress	  granules.	  	  Finally,	  stress	  granules	  recruit	  translational	  machinery,	  but	  if	  eIF2α	  is	  not	  phosphorylated	  then	  it	  allows	  for	  translation	  to	  occur.	  Thus,	  the	  investigation	  of	  a	  proposed	  link	  between	  MK-­‐STYX,	  G3BP-­‐1,	  and	  eIF2α	  is	  the	  subject	  of	  this	  thesis.	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Thesis	  Objectives	  
Aim	  1:	  Does	  MK-­‐STYX	  interact	  with	  eIF2α?	  Does	  MK-­‐STYX	  have	  an	  effect	  on	  eIF2α	  phosphorylation	  after	  exposure	  to	  different	  cellular	  stressors?	  Does	  MK-­‐STYX	  push	  polysomal	  accumulation?	  
Aim	  2:	  What	  other	  stress	  response	  pathways	  does	  MK-­‐STYX	  interact	  with?	  What	  are	  the	  characteristics	  of	  cellular	  expression	  when	  MK-­‐STYX	  is	  overexpressed	  or	  knocked	  down?	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Materials	  and	  Methods	  
Plasmids	  	   pMT2-­‐FLAG-­‐MK-­‐STYX-­‐FLAG	  and	  pMT2-­‐FLAG-­‐MK-­‐STYXactive-­‐FLAG	  were	  constructed	  as	  described.	  (Hinton	  et	  al.,	  2010).	  MK-­‐STYX	  was	  flanked	  with	  FLAG	  “tags”	  in	  order	  to	  detect	  MK-­‐STYX	  using	  αντι−FLAG	  antibody.	  The	  integrity	  of	  the	  constructs	  was	  confirmed	  via	  sequencing.	  The	  short	  hairpin	  (shRNA)	  plasmids	  used	  for	  knockdowns	  were	  a	  scrambled	  control	  and	  shMK-­‐STYX	  produced	  by	  Qiagen.	  G3BP1-­‐149A-­‐GFP	  constructs	  were	  provided	  as	  a	  gift	  by	  Dr.	  Jamai	  Tazi	  of	  the	  Institut	  de	  Genetique	  Moleculair,	  France.	  
Cell	  Culture	  	   HeLa	  cells	  (human	  cervix	  epitheloid	  carcinoma;	  ATCC	  CCK-­‐2)	  were	  grown	  and	  maintained	  at	  37°C,	  5%	  CO2	  in	  Minimum	  Essential	  Medium	  [MEM]	  (GIBCO)	  supplemented	  with	  10%	  Fetal	  Bovine	  Serum	  [FBS]	  (Invitrogen).	  HeLa	  cells	  were	  maintained	  by	  aspirating	  the	  medium	  of	  the	  original	  flask,	  washing	  with	  D-­‐PBS,	  	  and	  incubating	  in	  2%	  Trypsin.	  	  Cells	  were	  diluted	  and	  seeded	  into	  	  a	  new	  flask.	  
Transient	  Transfection	  	   HeLa	  cells	  were	  split	  from	  the	  original	  flask	  using	  D-­‐PBS	  and	  0.25%	  Trypsin	  and	  seeded	  evenly	  onto	  10	  cm	  dishes.	  Transient	  transfection	  was	  performed	  24	  hours	  after	  seeding	  using	  2	  μl	  of	  Lipofectamine	  2000	  Reagent	  (Invitrogen)	  per	  1	  μg	  of	  plasmid	  DNA.	  Cell	  media	  was	  removed	  and	  replaced	  3	  hours	  post	  transfection.	  Cells	  were	  transfected	  with	  pMT2,	  pMT2-­‐FLAG-­‐MK-­‐STYX-­‐FLAG,	  or	  pMT2-­‐FLAG-­‐MK-­‐STYXactive-­‐FLAG,	  shScrambled	  and	  shMK-­‐STYX.	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Lysis	  
	   	  HeLa	  cells	  were	  lysed	  24	  hours	  post	  transfection	  using	  lysis	  buffer	  (50mM	  HEPES,	  ph	  7.2,;	  150	  mM	  NaCl;	  10%	  glycerol;	  10	  mM	  NaF;	  1%	  Nonidet	  –40	  [Calbiochem]	  and	  protease	  inhibitor	  cocktail	  tablets	  [Roche]).	  	  	  
Stress	  Induction	  
	   HeLa	  cells	  were	  stressed	  either	  by	  heat	  stress	  or	  sodium	  arsenite.	  Heat	  stress	  was	  conducted	  24	  hours	  post	  transfection,	  just	  prior	  to	  cell	  lysis.	  Heat	  stressed	  cells	  were	  incubated	  at	  42°C,	  5%	  CO2	  for	  45	  minutes.	  0.05	  M	  sodium	  arsenite	  (NaAsO2)	  was	  used	  to	  induce	  oxidative	  stress.	  Sodium	  arsenite	  stimulation	  or	  stress	  was	  conducted	  24	  hours	  post	  transfection,	  just	  prior	  to	  cell	  lysis.	  Media	  was	  aspirated	  from	  cells,	  and	  then	  0.05	  sodium	  arsenite	  was	  added.	  The	  cells	  were	  then	  incubated	  at	  37°C,	  5%	  CO2	  for	  30	  minutes.	  	  	  
Western	  Blot	  
	   Cell	  lysates	  were	  sonicated	  and	  centrifuged	  at	  14,000	  x	  g	  for	  10	  minutes.	  The	  protein	  concentration	  was	  then	  determined	  via	  Protein	  A280	  NandoDrop	  quantification.	  Lysate	  samples	  were	  boiled	  with	  6%	  Sample	  Loading	  Buffer	  (20%	  glycerol;	  0.2%	  bromophenol	  blue)	  and	  dithiothreitol	  (DTT)	  and	  then	  centrifuged.	  The	  proteins	  were	  separated	  using	  10%	  SDS-­‐PAGE	  for	  45	  minutes	  at	  150	  V.	  The	  proteins	  were	  transferred	  to	  a	  polyvinyl	  difluoride	  (PVDF)	  membrane	  using	  I-­‐Blot	  (Invitrogen).	  Proteins	  were	  immunoblotted	  with	  anti-­‐-­‐FLAG	  (Sigma),	  anti-­‐βTubulin	  (Thermo	  Scientific),	  anti-­‐peIF2α	  (Abcam),	  anti-­‐-­‐eIF2α	  (Cell	  Signaling),	  or	  anti-­‐BiP	  (Cell	  Signaling)	  in	  1%	  Bovine	  Serum	  Albumin	  (BSA)	  or	  5%	  milk	  suspended	  in	  pH	  7.65	  TTBS	  (Tween-­‐20	  Tris	  Buffered	  Saline).	  Protein	  size	  was	  determined	  using	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Precision	  Plus	  Protein	  Kaleidoscopic	  Standard	  [PKPS]	  (Bio	  Rad).	  Protein	  bands	  were	  detected	  using	  enhanced	  chemiluminescence	  (ECL)	  plus	  (GE	  Healthcare).	  Reprobing	  of	  membranes	  was	  performed	  using	  Mild	  Stripping	  Buffer	  (Abcam)	  and	  TTBS.	  
Immunoprecipitation	  
	   Lysates	  were	  sonicated,centrifuged	  at	  14,000	  x	  g	  for	  10	  minutes,	  and	  protein	  concentration	  determined	  via	  Protein	  A280	  NanoDrop	  quantification.	  Lysates	  were	  precleared	  to	  prevent	  nonspecific	  binding	  using	  Protein	  G	  Sepharose	  Beads	  (GE	  Healthcare).	  Next,	  the	  lysates	  were	  incubated	  for	  1	  hour	  at	  4°C	  with	  anti-­‐FLAG	  (Sigma),	  and	  then	  incubated	  2	  hours	  with	  Protein	  G	  Sepharose	  Beads	  for	  immunoprecipitation	  .	  Samples	  were	  washed	  4	  times	  with	  lysis	  buffer	  and	  boiled	  with	  6X	  Sample	  Loading	  Buffer	  and	  DTT	  and	  then	  centrifuged.	  The	  proteins	  were	  then	  resolved	  on	  a10%	  SDS-­‐PAGE	  gels	  for	  45	  minutes	  at	  150	  V.	  The	  proteins	  were	  then	  transferred	  to	  a	  PVDF	  membrane	  using	  I-­‐Blot	  (Invitrogen).	  The	  membranes	  were	  then	  immunoblotted	  with	  anti-­‐eIF2α	  (Cell	  Signaling).	  	  
Fluorescence	  Microscopy	  Live	  imaging	  of	  HeLa	  cells	  was	  conducted	  with	  phase	  and	  fluorescence	  microscopy	  using	  Nikon	  Eclipse	  Ti	  inverted	  fluorescence	  microscopy.	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Results	  
MK-­‐STYX	  interacts	  with	  eIF2α	  	   MK-­‐STYX	  was	  previously	  found	  to	  interact	  with	  the	  stress	  granule	  nucleator	  G3BP-­‐1	  (Hinton	  et	  al.,	  2010).	  However,	  it	  was	  found	  that	  MK-­‐STYX	  decreased	  stress	  granule	  formation	  independently	  of	  G3BP-­‐1	  (Barr	  et	  al.,	  2012).	  Phosphorylation	  of	  Ser51	  of	  eIF2α	  has	  been	  found	  to	  also	  cause	  an	  increase	  in	  stress	  granule	  formation.	  Therefore,	  inhibition	  of	  the	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  by	  MK-­‐STYX	  represented	  a	  potential	  mechanism	  through	  which	  MK-­‐STYX	  was	  able	  to	  decrease	  stress	  granule	  formation	  (Anderson	  et	  al.,	  2008).	  	  	   To	  determine	  whether	  MK-­‐STYX	  and	  eIF2α	  interact,	  immunoprecipitation	  of	  MK-­‐STYX	  using	  anti-­‐FLAG	  antibody	  was	  conducted,	  thenthe	  membrane	  probed	  for	  eIF2α.	  This	  was	  then	  repeated	  in	  reverse	  (Figure	  1).	  MK-­‐STYXactive	  is	  a	  catalytically	  active	  version	  of	  MK-­‐STYX	  with	  the	  catalytic	  sequence	  being	  HCX5R.	  MK-­‐STYXactive	  is	  used	  to	  view	  the	  effects	  of	  MK-­‐STYX	  if	  it	  were	  able	  to	  act	  as	  a	  proper	  phosphatase	  under	  similar	  treatments	  to	  those	  with	  the	  pseudophosphatase	  MK-­‐STYX.	  Immunoprecipitation	  with	  anti-­‐-­‐eIF2α	  antibody	  followed	  by	  probing	  for	  anti-­‐	  -­‐FLAG	  antibody	  showed	  that	  MK-­‐STYX	  precipitated	  with	  eIF2α.	  Interestingly,	  MK-­‐STYXactive	  precipitated	  in	  a	  greater	  quantity	  than	  MK-­‐STYX.	  Furthermore,	  immunoprecipitation	  with	  anti-­‐FLAG	  antibody	  and	  probing	  for	  eIF2α	  showed	  similar	  contrast	  in	  binding	  of	  the	  wild-­‐type	  MK-­‐STYX	  and	  the	  active	  mutant.	  	  Interaction	  between	  eIF2α	  and	  MK-­‐STYX	  was	  barely	  detected,	  whereas	  its	  interaction	  with	  MK-­‐STYXactive	  was	  strong.	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Figure	  1.	  MK-­‐STYX	  interacts	  with	  eIF2α.	  A)	  eIF2α	  was	  immunoprecipitated	  and	  then	  probed	  via	  western	  blot	  using	  anti-­‐-­‐FLAG	  to	  detect	  the	  presence	  of	  MK-­‐STYX.	  A	  slightly	  larger	  amount	  of	  MK-­‐STYXactive	  was	  pulled	  down	  compared	  to	  MK-­‐STYX.	  The	  empty	  vector	  pMT2	  is	  used	  as	  a	  control	  and	  does	  not	  contain	  MK-­‐STYX	  or	  the	  active	  mutant.	  B)	  MK-­‐STYX	  was	  pulled	  down	  using	  anti-­‐-­‐FLAG	  and	  probed	  for	  eIF2α	  yielding	  a	  faint	  signal.	  However,	  a	  noticeably	  greater	  amount	  of	  MK-­‐STYXactive	  was	  pulled	  down.	  C)	  Total	  lysate	  was	  probed	  for	  eIF2α	  and	  FLAG	  as	  a	  control	  to	  verify	  the	  presence	  of	  MK-­‐STYX	  and	  eIF2α.	  All	  studies	  were	  repeated	  at	  least	  thrice.	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Over	  expression	  of	  MK-­‐STYX	  decreases	  the	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  in	  non-­‐
stress	  conditions	  	   The	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  causes	  an	  increase	  in	  stress	  granules	  (Reineke	  et	  al.,	  2012).	  Because	  MK-­‐STYX	  was	  found	  to	  interact	  with	  eIF2α	  and	  decrease	  stress	  granules,	  it	  was	  then	  examined	  whether	  MK-­‐STYX	  decreased	  the	  level	  of	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  (Barr	  et	  al.,	  2012).	  	  HeLa	  cells	  were	  transfected	  with	  MK-­‐STYX	  and	  MK-­‐STYXactive	  and	  western	  blotted	  for	  phosphorylated	  eIF2α.	  The	  results	  showed	  that	  MK-­‐STYX	  decreases	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  as	  compared	  to	  pMT2.	  MK-­‐STYXactive	  also	  caused	  a	  similar	  decrease	  in	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  (Figure	  2).	  
Overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  decreases	  the	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  during	  
heat	  stress	  	   The	  level	  of	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  increases	  with	  stress	  as	  a	  result	  of	  the	  stress	  response.	  This	  was	  shown	  by	  increased	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  in	  the	  pMT2	  control.	  Because	  MK-­‐STYX	  decreases	  stress	  granule	  formation,	  which	  is	  a	  stress	  response,	  it	  was	  then	  examined	  whether	  MK-­‐STYX	  also	  inhibited	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  under	  stress	  conditions.	  Using	  heat	  to	  stress	  the	  cells,	  it	  was	  found	  that	  MK-­‐STYX	  decreased	  the	  level	  of	  phosphorylated	  eIF2α	  (Figure	  2).	  	  MK-­‐STYXactive	  showed	  a	  similar	  level	  of	  decrease	  in	  phosphorylation	  of	  eIF2α.	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Figure	  2.	  A)	  Untreated	  cells	  had	  levels	  of	  phosphorylated	  eIF2α	  decreased	  by	  overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  as	  compared	  to	  the	  controls	  empty	  and	  pMT2.	  MK-­‐STYX	  and	  MK-­‐STYXactive	  displayed	  similar	  levels	  of	  phosphorylated	  eIF2α	  reduction.	  B)	  Heat	  stressed	  cells	  increased	  the	  level	  of	  phosphorylation	  in	  the	  pMT2	  control.	  However,	  both	  MK-­‐STYX	  and	  MK-­‐STYXactive	  decreased	  the	  level	  of	  phosphorylation.	  β-­‐Tubulin	  was	  used	  as	  a	  loading	  control	  and	  anti-­‐FLAG	  was	  used	  to	  detect	  the	  presence	  of	  the	  MK-­‐STYX	  and	  MK_STYXactive.	  All	  studies	  were	  repeated	  thrice.	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Knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  does	  not	  increase	  eIF2α	  phosphorylation	  in	  non-­‐
stressed	  and	  heat	  stressed	  cells.	  	  
	   Due	  to	  the	  noticeable	  differences	  in	  eIF2α	  phosphorylation	  by	  overexpressing	  MK-­‐STYX	  during	  heat	  stress,	  the	  effect	  of	  knocking	  down	  MK-­‐STYX	  in	  heat	  stressed	  cells	  was	  next	  investigated.	  However,	  the	  results	  showed	  that	  the	  level	  of	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  did	  not	  change	  with	  the	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  in	  non-­‐stressed	  cells	  (Figure	  3).	  Heat	  stress	  caused	  a	  predictable	  increase	  in	  eIF2α	  phosphorylation	  in	  the	  shRNA	  control	  but	  the	  MK-­‐STYX	  knockdown	  did	  not	  yield	  any	  differences	  in	  the	  phosphorylation	  of	  eIF2α.	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Figure	  3.	  A)	  Levels	  of	  phosphorylated	  eIF2α	  increased	  when	  MK-­‐STYX	  was	  knocked	  down	  in	  comparison	  to	  the	  shRNA	  control	  in	  non-­‐stressed	  cells.	  B)	  The	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  in	  heat	  stressed	  cells	  does	  not	  have	  an	  effect	  on	  eIF2α	  phosphorylation.	  β-­‐Tubulin	  was	  used	  as	  a	  loading	  control.	  	  All	  studies	  were	  repeated	  thrice.	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Overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  does	  not	  affect	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  under	  
arsenite	  stress	  with	  no	  recovery	  period	  
	   The	  heat	  stress	  results	  showed	  that	  eIF2α	  phosphorylation	  was	  decreased	  when	  exposed	  to	  heat	  stress.	  Because	  eIF2α	  can	  become	  phosphorylated	  in	  response	  to	  select	  stressors	  such	  as	  heat,	  ROS,	  viral	  DNA,	  and	  heavy	  metals	  it	  was	  then	  examined	  whether	  overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  would	  decrease	  phosphorylation	  in	  eIF2α	  as	  well	  (Sonenberg	  et	  al.,	  2009).	  The	  results	  showed	  that	  eIF2α	  phosphorylation	  was	  unaffected	  by	  increased	  expression	  of	  MK-­‐STYX	  (Figure	  4).	  However,	  it	  is	  important	  to	  note	  that	  the	  cells	  were	  lysed	  immediately	  after	  a	  30	  minute	  incubation	  period	  and	  the	  cells	  may	  need	  enough	  time	  for	  MK-­‐STYX	  to	  have	  had	  an	  effect	  on	  phosphorylation	  of	  eIF2α.	  	  
Knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  under	  arsenite	  stress	  does	  not	  affect	  the	  level	  of	  
eIF2α	  phosphorylation.	  	  
	   Knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  in	  the	  presence	  of	  arsenite	  was	  conducted	  to	  see	  if	  there	  was	  an	  increase	  in	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  similar	  to	  that	  seen	  in	  the	  heat	  stress	  experiments	  (Figure	  4).	  However,	  there	  was	  no	  noticeable	  increase	  or	  decrease	  of	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  when	  MK-­‐STYX	  was	  knockdown	  and	  exposed	  to	  arsenite.	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Figure	  4.	  Overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  does	  not	  affect	  the	  level	  of	  eIF2α	  phosphorylation	  after	  no	  recovery	  period.	  Overexpression	  of	  MK-­‐STYXactive	  has	  a	  similar	  level	  of	  eIF2α	  phosphorylation.	  Knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  does	  not	  result	  in	  a	  difference	  in	  the	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  compared	  to	  the	  control.	  β-­‐Tubulin	  was	  used	  as	  a	  loading	  control	  and	  FLAG	  was	  used	  to	  detect	  the	  presence	  of	  MK-­‐STYX.	  Overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  and	  MK-­‐STYXactive	  do	  not	  result	  in	  a	  change	  in	  BiP	  level.	  Knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  does	  not	  result	  in	  a	  change	  in	  BiP	  level.	  Overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  or	  MK-­‐STYXactive	  does	  not	  have	  an	  effect	  on	  BiP	  levels	  in	  cells	  treated	  with	  arsenite	  and	  no	  recovery	  period.	  In	  addition,	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  does	  not	  result	  in	  a	  change	  in	  the	  level	  of	  BiP	  expression.	  Overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  and	  MK-­‐STYXactive	  do	  not	  result	  in	  a	  change	  in	  BiP	  level.	  Knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  does	  not	  result	  in	  a	  change	  in	  BiP	  level.	  Overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  or	  MK-­‐STYXactive	  does	  not	  have	  an	  effect	  on	  BiP	  levels	  in	  cells	  treated	  with	  arsenite	  and	  no	  recovery	  period.	  In	  addition,	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  does	  not	  result	  in	  a	  change	  in	  the	  level	  of	  BiP	  expression.	  All	  studies	  were	  repeated	  thrice.	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MK-­‐STYX	  does	  not	  have	  an	  effect	  on	  the	  Hsp70	  chaperone	  BiP	  
	   The	  binding	  immunoglobulin	  protein	  (BiP)	  is	  a	  Hsp70	  chaperone	  family	  member	  that	  showed	  interesting	  results	  following	  an	  endoplasmic	  reticulum	  (ER)	  stress	  pathway	  antibody	  screening	  (results	  not	  shown).	  Previous	  work	  showed	  there	  was	  a	  possibility	  of	  Hsp70	  chaperone	  activity	  being	  potentially	  modified	  by	  MK-­‐STYX,	  although	  no	  effect	  was	  found	  (unpublished	  data).	  Because	  ER	  stress	  proteins	  are	  linked	  to	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  (Kedersha	  et	  al.,	  2013),	  the	  role	  of	  MK-­‐STYX	  when	  it	  is	  overexpressed	  or	  knocked	  down	  was	  then	  investigated.	  	  	   As	  with	  previous	  results,	  there	  was	  no	  difference	  in	  the	  level	  of	  BiP	  when	  overexpressed	  with	  MK-­‐STYX,	  MK-­‐STYXactive	  without	  stress	  or	  with	  arsenite	  stress	  (Figure	  4).	  Furthermore,	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  did	  not	  yield	  a	  noticeable	  change	  in	  the	  presence	  of	  BiP.	  The	  level	  of	  BiP	  seemed	  to	  coincide	  with	  the	  level	  of	  the	  loading	  control,	  β-­‐Tubulin.	  	  
Knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  may	  affect	  the	  development	  of	  cytoskeletal	  
protrusions	  in	  the	  presence	  of	  arsenite	  stress	  	  
	   The	  shRNA	  control	  and	  shRNA	  MK-­‐STYX	  plasmids	  are	  both	  pEGFP	  tagged	  which	  allows	  them	  to	  be	  viewed	  via	  immunofluorescence.	  During	  verification	  of	  successful	  knockdown,	  it	  was	  observed	  that	  arsenite	  stressed	  HeLa	  cells	  seemed	  physically	  distinct	  from	  shRNA	  control	  cells	  (Figure	  5).	  Upon	  closer	  viewing,	  tiny	  cytoskeletal	  protrusions	  were	  found	  in	  shRNA	  control	  cells.	  The	  shRNA	  MK-­‐STYX	  cells	  did	  not	  display	  these	  extensions.	  It	  was	  hypothesized	  that	  these	  extensions	  may	  be	  actin	  filaments	  and	  play	  a	  role	  in	  many	  important	  cell	  functions	  including	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the	  stress	  response	  (Tojkander	  et	  al.,	  2012),	  and	  that	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  somehow	  reduces	  expression	  of	  these	  extensions.	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Figure	  5.	  Under	  treatment	  with	  arsenite,	  shRNA	  control	  cells	  show	  fine	  extensions	  protruding	  from	  the	  cell.	  shRNA	  MK-­‐STYX	  knockdown	  cells	  do	  not	  display	  these	  fine	  extensions.	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Discussion	  	  
MK-­‐STYX:	  More	  alive	  than	  dead	  	  	   Previously,	  it	  had	  been	  shown	  that	  MK-­‐STYX	  inhibits	  the	  formation	  of	  stress	  granules	  by	  a	  mechanism	  independent	  of	  G3BP-­‐1	  phosphorylation	  (Barr	  et	  al.,	  2012).	  This	  surprising	  finding	  changed	  the	  perspective	  of	  ways	  in	  which	  MK-­‐STYX	  could	  potentially	  interact	  with	  other	  proteins.	  First,	  it	  was	  thought	  that	  MK-­‐STYX	  interacted	  with	  G3BP-­‐1	  by	  acting	  as	  a	  dominant	  negative	  pseudophosphatase	  (Hinton	  et	  al.,	  2010).	  The	  working	  model	  was	  that	  MK-­‐STYX	  would	  bind	  the	  phosphate	  group	  of	  the	  Ser149	  of	  G3BP-­‐1	  via	  its	  non-­‐catalytic	  DUSP	  binding	  domain	  and	  prevent	  other	  phosphatases	  from	  dephosphorylating	  G3BP-­‐1.	  Because	  G3BP-­‐1	  requires	  dephosphorylation	  to	  become	  active,	  MK-­‐STYX	  would	  hold	  G3BP-­‐1	  in	  a	  phosphorylated,	  inactive	  state	  and	  prevent	  G3BP-­‐1	  from	  nucleating	  stress	  granules	  even	  in	  the	  presence	  of	  stressors.	  This	  finding	  led	  to	  the	  reasoning	  that	  MK-­‐STYX	  was	  interacting	  with	  other	  proteins	  independently	  of	  its	  DUSP	  domain.	  This	  would	  extend	  the	  range	  of	  potential	  binding	  partners	  of	  MK-­‐STYX	  to	  proteins	  that	  do	  not	  have	  to	  be	  phosphorylated	  to	  be	  affected	  by	  the	  presence	  of	  MK-­‐STYX.	  
Elucidating	  the	  mechanism	  by	  which	  MK-­‐STYX	  lowers	  the	  level	  of	  eIF2α	  
phosphorylation	  The	  stress	  response	  pathway	  is	  fine	  tuned	  and	  heavily	  regulated	  because	  it	  stands	  as	  the	  barrier	  between	  protein	  stability	  and	  aberrant	  protein	  folding,	  which	  is	  critical	  to	  the	  short	  and	  long-­‐term	  livelihood	  of	  the	  cell.	  eIF2α	  is	  a	  master	  regulator	  of	  translation	  because	  phosphorylation	  of	  its	  Ser51	  residue	  halts	  the	  initiation	  of	  translation.	  Phosphorylation	  of	  eIF2α	  can	  also	  signal	  the	  beginning	  of	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the	  stress	  response	  and	  so,	  eIF2α	  stands	  at	  the	  crossroads	  between	  translation	  initiation	  and	  repression.	  This	  characteristic	  of	  eIF2α	  and	  the	  fact	  MK-­‐STYX	  reduces	  stress	  granules	  made	  eIF2α	  a	  promising	  candidate	  to	  study	  as	  a	  mechanism	  by	  which	  MK-­‐STYX	  reduces	  stress	  granules.	  	  	  Immunoprecipitation	  of	  eIF2α	  and	  MK-­‐STYX	  showed	  that	  they	  do	  indeed	  interact.	  In	  subsequent	  experiments	  it	  was	  shown	  that	  overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  reduced	  eIF2α	  phosphorylation	  in	  non-­‐stressed	  HeLa	  cells.	  In	  the	  presence	  of	  heat	  stress,	  MK-­‐STYX	  overexpression	  noticeably	  reduced	  the	  level	  of	  eIF2α	  phosphorylation.	  However,	  different	  stressors	  can	  activate	  specific	  stress	  signaling	  response.	  Thus,	  we	  examined	  whether	  MK-­‐STYX	  had	  an	  effect	  on	  eIF2α	  under	  arsenite	  stress.	  While	  neither	  overexpression	  nor	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  or	  MK-­‐STYXactive	  yielded	  a	  change	  in	  eIF2α	  phosphorylation	  under	  arsenite	  stress,	  it	  is	  believed	  that	  arsenite	  stress	  is	  so	  toxic	  to	  a	  cell	  that	  further	  trials	  including	  recovery	  periods	  are	  required.	  However,	  it	  was	  confirmed	  that	  MK-­‐STYX	  and	  eIF2α	  do	  interact	  and	  that	  MK-­‐STYX	  decreases	  the	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  in	  non-­‐stress	  and	  heat	  stress	  conditions.	  The	  on/off	  mechanism	  of	  regulative	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  and	  the	  finding	  that	  overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  decreases	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  initially	  appear	  to	  be	  paradoxical.	  This	  is	  because	  MK-­‐STYX	  is	  catalytically	  inert	  and	  cannot	  dephosphorylate	  target	  residues.	  However,	  as	  the	  understanding	  of	  the	  mechanisms	  of	  pseudophosphatases	  grows	  it	  is	  entirely	  possible	  that	  eIF2α	  complexes	  with	  another	  protein,	  possibly	  a	  phosphatase,	  which	  in	  turn	  removes	  the	  phosphate	  from	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eIF2α	  or	  that	  MK-­‐STYX	  prevents	  eIF2α	  from	  being	  phosphorylated	  by	  targeting	  an	  upstream	  kinase.	  MK-­‐STYX	  may	  also	  complex	  with	  other	  another	  phosphatase	  to	  increase	  the	  rate	  at	  which	  eIF2α	  is	  dephosphorylated.	  This	  would	  be	  similar	  to	  the	  pseudophosphatases	  EGG4/5	  in	  C.	  elegans	  which	  regulate	  the	  localization	  of	  the	  kinase	  MBK-­‐2,	  	  and	  by	  association,	  its	  targets	  (Tonks,	  2013).	  	  The	  possibility	  of	  MK-­‐STYX	  forming	  a	  complex	  with	  eIF2α	  and	  other	  proteins	  is	  supported	  by	  the	  immunoprecipitation	  of	  eIF2α	  and	  MK-­‐STYX.	  The	  immunoprecipitation	  of	  eIF2α	  which	  pulled	  down	  more	  MK-­‐STYX	  than	  the	  immunoprecipitation	  of	  MK-­‐STYX	  did	  eIF2α.	  This	  may	  be	  due	  to	  eIF2α	  pulling	  down	  other	  proteins	  of	  the	  complexed	  structure	  that	  have	  a	  higher	  binding	  affinity	  for	  MK-­‐STYX	  than	  MK-­‐STYX	  alone	  to	  pull	  down	  eIF2α.	  	  How	  can	  MK-­‐STYX	  regulate	  eIF2α	  within	  a	  complex?	  The	  phosphatase	  involved	  in	  dephosphorylating	  eIF2α	  during	  basal	  translational	  activity	  and	  stress	  response	  is	  protein	  phosphatase	  1	  (PP1)	  and	  requires	  a	  non-­‐enzymatic	  cofactor,	  which	  are	  usually	  the	  proteins	  growth	  arrest	  and	  DNA	  damage	  inducible	  protein	  (GADD34)	  and	  constitutive	  repressor	  of	  eIF2α	  phosphorylation	  (CreP)	  (Cohen,	  2002).	  However,	  there	  are	  many	  isoforms	  of	  PP1	  that	  can	  bind	  to	  different	  regulatory	  subunits.	  Furthermore,	  PP1	  can	  be	  phosphorylated.	  One	  possibility	  is	  MK-­‐STYX	  complexes	  with	  eIF2α	  via	  PP1	  and	  other	  cofactors.	  In	  this	  way,	  MK-­‐STYX	  may	  transiently	  bind	  peIF2α	  and	  promote	  proximity	  of	  the	  PP1	  catalytic	  site	  peIF2α	  to	  catalyze	  the	  phosphate	  removal,	  thereby	  enhancing	  the	  efficiency	  of	  PP1.	  The	  MK-­‐STYX	  knockdowns	  support	  this	  idea	  because	  PP1	  can	  still	  be	  active	  even	  if	  MK-­‐STYX	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is	  knocked	  down,	  yielding	  no	  change	  in	  the	  level	  of	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  when	  under	  non-­‐stressed	  or	  heat	  stressed	  conditions.	  Another	  mechanism	  by	  which	  MK-­‐STYX	  may	  be	  decreasing	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  is	  through	  the	  regulation	  of	  upstream	  kinases.	  MK-­‐STYX	  may	  be	  preventing	  the	  upstream	  kinase	  regulators	  of	  eIF2α,	  such	  as	  PERK	  or	  PKR	  from	  being	  phosphorylated,	  resulting	  in	  less	  phosphorylation	  of	  eIF2α.	  	  Because	  the	  overexpression	  of	  MK-­‐STYX	  triggers	  a	  noticeable	  decrease	  of	  phosphorylated	  eIF2α	  the	  exact	  mechanism	  and	  pathway	  by	  which	  it	  does	  so	  warrants	  further	  study.	  
BiP,	  MK-­‐STYX	  and	  the	  rest	  of	  the	  Hsp70	  chaperones	  
	   The	  stress	  response	  in	  a	  cell	  not	  only	  induces	  the	  formation	  of	  stress	  granules	  but	  also	  molecular	  chaperones	  (Tsaytler	  et	  al.,	  2011).	  This	  action	  is	  part	  of	  a	  protective	  effect	  in	  the	  cell	  to	  prevent	  the	  misfolding	  of	  proteins	  or	  risk	  the	  toxic	  consequences	  of	  aberrant	  protein	  folding	  and	  mis-­‐signaling.	  	  Previous	  mass	  spectrometry	  data	  identify	  MK-­‐STYX	  and	  Hsp70	  as	  interacting	  partners	  (unpublished).	  BiP	  initially	  showed	  to	  be	  affected	  by	  overexpression	  of	  MK-­‐STYX.	  BiP	  itself	  is	  a	  member	  of	  the	  Hsp70	  family	  and	  aids	  ER	  proteins	  in	  folding	  (Pincus	  et	  al.,	  2012).	  During	  stress	  events,	  BiP	  helps	  fold	  proteins	  and	  its	  expression	  is	  increased.	  In	  addition,	  BiP	  also	  assists	  in	  targeting	  misfolded	  proteins	  to	  the	  proteasome	  for	  degradation.	  	  	   	  Overexpressing	  MK-­‐STYX	  and	  knocking	  down	  MK-­‐STYX	  in	  arsenic	  stressful	  conditions	  showed	  that	  increased	  expression	  of	  BiP	  is	  accompanied	  by	  the	  presence	  of	  a	  stressor.	  However,	  the	  levels	  of	  BiP	  were	  not	  affected	  by	  the	  overexpression	  of	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MK-­‐STYX	  or	  MK-­‐STYXactive.	  Knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  also	  showed	  no	  effect	  on	  BiP	  levels.	  	  	   Stress	  granules	  decrease	  in	  number	  in	  part	  by	  the	  work	  of	  chaperones.	  It	  was	  originally	  thought	  MK-­‐STYX	  might	  push	  translation	  by	  interacting	  with	  chaperones	  so	  as	  to	  decrease	  stress	  granule	  formation.	  Previous	  findings	  (unpublished)	  found	  that	  MK-­‐STYX	  did	  not	  have	  an	  effect	  on	  Hsp70	  or	  Hsf-­‐1.	  This	  result	  therefore	  supports	  the	  previous	  findings	  so	  far	  that	  MK-­‐STYX,	  does	  not	  have	  an	  effect	  on	  the	  level	  of	  Hsp70	  during	  a	  stress	  event.	  Furthermore,	  because	  MK-­‐STYX	  has	  not	  been	  shown	  to	  decrease	  stress	  granules	  via	  an	  increase	  in	  Hsp70	  activity,	  the	  hypothesis	  that	  MK-­‐STYX	  decreases	  stress	  granules	  by	  a	  mechanism	  involving	  eIF2α	  phosphorylation	  is	  strengthened.	  
Cellular	  protrusions	  and	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  	   Stress	  fibers	  are	  thick	  collections	  of	  actin	  in	  non-­‐muscle	  cells	  (Tojkander	  et	  al.,	  2012).	  Stress	  fibers	  allow	  for	  focal	  adhesion	  points	  to	  develop	  so	  cells	  may	  anchor	  to	  a	  surface	  or	  each	  other	  and	  act	  as	  a	  mechanosensor.	  In	  addition,	  stress	  fibers	  play	  a	  role	  in	  cell	  motility	  as	  well	  as	  establishing	  an	  active	  actin	  framework	  within	  the	  cell.	  During	  confirmation	  of	  successful	  knockdown	  of	  both	  shRNA	  control	  and	  shRNA	  MK-­‐STYX,	  it	  was	  found	  that	  arsenite	  stressed	  HeLa	  cells	  transfected	  with	  shRNA	  control	  developed	  cellular	  extensions.	  However,	  arsenite	  stressed	  HeLa	  cells	  transfected	  with	  shRNA	  against	  MK-­‐STYX	  did	  not	  develop	  the	  cellular	  extensions.	  These	  early	  findings	  suggest	  MK-­‐STYX	  may	  play	  a	  role	  in	  promoting	  the	  role	  of	  actin	  polymerization.	  These	  could	  be	  stress	  fibers	  or	  extracellular	  membrane	  anchors.	  In	  unpublished	  data,	  it	  was	  found	  that	  MK-­‐STYX	  induced	  pheochromocytoma	  12	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(PC12)	  cells	  to	  become	  neurites,	  a	  process	  that	  requires	  actin	  polymerization.	  This	  gives	  rise	  to	  the	  possibility	  that	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  in	  HeLa	  cells	  may	  cause	  disruption	  of	  the	  actin	  polymerization	  framework	  or	  induce	  its	  depolymerization.	  The	  mechanism	  by	  which	  MK-­‐STYX	  exerts	  its	  effect	  on	  the	  actin	  cytoskeleton	  in	  HeLa	  cells	  may	  be	  similar	  to	  that	  of	  PC12	  cells,	  providing	  a	  convergence	  in	  MK-­‐STYX’s	  role	  in	  different	  cell	  lines.	  	  
	   Summary	  and	  future	  directions	  
	   The	  results	  of	  this	  thesis	  have	  shown	  a	  potential	  mechanism	  by	  which	  the	  pseudophosphatase	  MK-­‐STYX	  decreases	  the	  formation	  of	  stress	  granules	  independently	  of	  G3BP-­‐1.	  MK-­‐STYX	  decreased	  the	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  in	  non-­‐stressed	  and	  heat	  stressed	  cells.	  The	  lack	  of	  an	  effect	  when	  MK-­‐STYX	  was	  knocked	  down	  points	  to	  MK-­‐STYX	  acting	  as	  an	  enhancer	  of	  phosphatase	  activity	  on	  eIF2α,	  possibly	  by	  forming	  a	  complex	  with	  eIF2α	  and	  the	  phosphatase.	  The	  hypothesis	  that	  MK-­‐STYX	  acts	  to	  reduce	  stress	  granules	  via	  the	  eIF2α	  pathway	  is	  further	  reinforced	  by	  its	  lack	  of	  effect	  on	  Hsp70	  chaperones,	  including	  the	  ER	  chaperone	  BiP.	  Finally,	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  in	  arsenite	  treated	  HeLa	  cells	  has	  provided	  evidence	  that	  MK-­‐STYX	  may	  be	  involved	  in	  regulating	  actin	  polymerization.	  These	  results	  are	  significant	  as	  they	  support	  unpublished	  data	  where	  MK-­‐STYX	  promotes	  neuronal	  differentiation	  in	  PC12	  cells.	  	   Future	  studies	  on	  MK-­‐STYX	  and	  the	  stress	  response	  will	  focus	  on	  immunoprecipitation	  of	  MK-­‐STYX	  and	  potential	  phosphatase	  binding	  partners,	  primarily	  PP1	  and	  its	  non-­‐catalytic	  cofactors.	  Knockdown	  of	  PP1	  will	  also	  be	  able	  to	  confirm	  whether	  MK-­‐STYX	  is	  indeed	  interacting	  with	  PP1	  to	  promote	  its	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phosphatase	  activity.	  In	  addition,	  probing	  for	  the	  effect	  of	  MK-­‐STYX	  on	  upstream	  kinases	  of	  eIF2α	  like	  PERK	  and	  PKR	  may	  reveal	  that	  MK-­‐STYX	  regulates	  eIF2α	  at	  a	  higher	  level	  than	  previously	  thought.	  A	  fluorescently	  tagged	  MK-­‐STYX	  would	  also	  be	  useful	  in	  order	  to	  visualize	  MK-­‐STYX	  and	  its	  movement	  as	  the	  cell	  undergoes	  a	  stress	  event.	  	   Cell	  fixation	  studies	  using	  MK-­‐STYX	  knockouts	  would	  be	  important	  to	  confirm	  the	  previous	  finding	  that	  knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  decreases	  the	  formation	  of	  stress	  fibers.	  Knockdown	  of	  MK-­‐STYX	  and	  probing	  for	  polymerized	  actin	  may	  show	  whether	  MK-­‐STYX	  is	  affecting	  the	  actin	  polymerization	  pathway.	  	  
MK-­‐STYX	  and	  Beyond	  
	   Currently	  pseudephosphatases,	  pseudokinases,	  and	  pseudogenese	  are	  not	  well	  studied	  (Tonks,	  2013).	  The	  effect	  of	  MK-­‐STYX	  decreasing	  phosphorylation	  of	  eIF2α	  during	  a	  crucial	  cellular	  stress	  response	  is	  quite	  noticeable.	  This	  finding	  shows	  that	  non-­‐catalytic	  proteins	  can	  still	  exert	  a	  role	  during	  signaling	  transduction.	  This	  is	  important	  for	  drug	  development	  where	  proteins	  with	  catalytic	  abilities	  are	  often	  used.	  Research	  into	  proteins	  with	  non-­‐catalytic	  abilities	  offer	  a	  new	  avenue	  for	  drug	  development	  and	  the	  possibility	  of	  tackling	  new	  problems	  via	  a	  different,	  less	  obtrusive	  method.	  	  In	  addition,	  further	  knowledge	  of	  pseudphosphatases	  and	  pseudokinases	  are	  needed	  to	  fully	  model	  signaling	  pathways	  in	  order	  to	  create	  proper	  models	  of	  signal	  transduction.	  Full	  knowledge	  of	  how	  a	  signaling	  pathway	  works	  will	  be	  important	  for	  future	  organismal	  design	  via	  computer	  models	  and	  synthetic	  organisms.	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